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仲 井 培 雄
十 二指腸液の 逆流 に よ り , 発癌物質 の 投与 がなく とも ラ ッ トに 胃癌が発生す る ･ そ の 発癌機序ほ 明 らか で は な い が , 胃
内で ニ ト ロ ソ 化反応が生 じ, 癌原性 ニ ト ロ ソ化合物が生成され る説が有力視 され て い る ･ チ オ プ ロ リ ン (thioprolin e, TP R O)を
経 口 投与する と , 消化管内の 亜 硝酸を効率的に描捉 し ･ ニ ト ロ ソ チ オ ブ ロ リ ン (N- nitr os othiopr olin e, N T P R O)と なり , 吸 収さ
れ 尿中に 排泄 され る ･ した が っ て , 尿 中 N T P R O ほ内因性 ニ ト ロ ソ 化反応 の 鋭敏な指標 と して 用 い られ て い る . こ の TP R O
を 用い て ▲ 十 二 指腸胃逆流 ラ ッ ト の 胃発癌に 与える影響を検索 した ･ 体重 27 0g 前後 の W istar系雄性 ラ ッ トを用 い , 十 二 指腸
液が全て幽門輪 を経 て胃内 へ 逆流する手術を行 っ た ･ T P R Oを 0･5 %含有 した飼料 を与 え る T P R O群(n = 13) と, 標準飼料
を与え る対照群(n = 14)の 2群に 分け , 術後40週 で 動物 を犠牲死 させ た ･ 腰痛 , 胃癌 お よ び胃腺腫 の 発生率は , T PR O群でそ
れ ぞれ 8% (1/1 3), 0 %(0/13)･ 8 %(1/13) に 対 し , 対照群 で 50 %(7/14), 36 %(5/14), 50 %･(7/14)と , T P R O群 で 低率で
あ っ た (p<0･ 岬 ･ 腰痛は , 幽門前庭部お よび 胃空腸吻合部 に 発生 し , 覿織学的に 癌 お よ び腺 阻 ある い は両 病変の 併存 で あ っ
た ･ 胃癌 の 組織型は管状腺病 また は粘液癌で , こ の うち 1個 に 肝 へ の 浸潤が み られ た ･ 尿中硝酸排泄量の 中央値 は , T P R O群
で 4･9pm oV日 , 対照群で 5･7pm ol/日と 差を 認め な か っ た が ′ 尿中 N T P R O排泄量 の 中央値は , T P R O群で 2･Op g/日に 対 し,
対照群で は 0･05pg/日の 検出限界を下 回 り , T P R O群 が有意 に 高か っ た (p< 0･01)･ 以上 よ り , 十 二 指腸胃逆流 に よ る 胃発癌
は , TP R Oの 投与 に よ り抑制 され , こ の 発癌 に は 内因性 ニ ト ロ ソ化反応が関与す る こ とが 示 唆さ れ た .
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胃の 発癌機構 は 十分に 解明され て い な い が , 胃切除や 胃空腹
吻合術な どの 良性疾患 に 対す る手術が , 発癌 リ ス ク を 商め る と
報告されて い る1)2】. な か でも 幽門側胃切除後の 残胃の 痛 に つ い
て ほ , Billr oth I法 よ り Ⅰ法の 発癌 リ ス ク が 高く3)4}, 実験的 に 十
二 指腸胃逆流畳の 増加が残胃発癌 に 関与す る こ とが 証明 されて
い る 帥 }･ さ ら に , 幽門輪か ら腺胃 に 逆流す る十 二 指腸液が , 胃
癌を発生 さ ぜ
0)
, 前胃か ら食道に 逆流す る十 二 指腸液 が食道癌
を発生 させ る‖) こ とが ラ ッ ト で 明 らか に な っ て い る .
胃発癌 の 原因と して , 胃内で の 発癌物質の 生成 が示 唆 され て
い る12I･ すなわ ち胃酸分泌低下と と もに 増殖 した 胃内の 硝酸還
元菌 に よ っ て硝酸 が 亜硝酸 に 変化 しほ卜16), こ れ を 基質と して ア
ミ ン や ア マ イ ドが結合 しけ) , 癌原性 ニ ト ロ ソ 化合物 が産生 さ れ
る学説- … }で あ る . さ らに , 十二 指腸胃逆流が , 痛原性 ニ ト ロ
ソ化合物生成 へ の 引 き金 に な る可 敵性が示 唆 され て い る18).
チ オ ブ p リ ン (thiopr olin e, T P R O)ほ , シ ス テイ ソ と ホ ル ム ア
ル デ ヒ ドの 化学的重合 に よ り精製 され る環状の 含硫 ア ミ ノ 酸
で 湖20), 亜 硝酸と ニ ト ロ ソ化 合物前駆体か ら, 痛腐性 ニ ト ロ ソ 化
合物の 産生 を競合阻害す る21)22). 一 方 , ニ ト ロ ソ チ オ ブ ロ リ ン
(N- nitr o sothiopr olin e, N T P R O) ほ∴ヒ トの 体 内で塵生 され , 尿
中に 常時排泄 され る ニ ト ロ ソ 化合物23)24)で 一 食物 内の T P R O や
そ の 前駆体か ら産生 され る T P R Oと亜 硝酸か ら28卜 2丁) , ニ ト ロ ソ
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化反応 に よ り主 に 胃内で急速に 産生 さ れ2Ⅰ)2即, 代 謝を 受けずに
大部分 が腎 よ り排泄 され る非変異原性物質 で あ る21)25). した
が っ て , T P R O は効果的な 亜硝酸捕捉剤28)と な り , こ れを経口
投与 した 際に 尿中に排壮 され る N T P R Oほ ヒ ト の 内因性 ニ ト
ロ ソ 化反応 の 鋭敏な指標
29) と な る .
そ こ で本研究で は ▲ 十 二 指腸液が幽門よ り胃に 逆流する手術
を受けた ラ ッ トの 胃発癌 モ デ ル 10)に , 亜 硝酸描捉剤の T P R Oを
経 口 投与 し, 胃 発癌 へ の 影響 と , 尿中 N T P R Oの 測定 に よ る内
困性 ニ ト ロ ソ化反応 の 有無を検索 した の で 報 告す る .
材料お よび 方法
Ⅰ . 実験動物お よび 飼育条件
体重 270g 前 後の W istar 系雄性 ラ ッ ト (三 協 ラ ボサ ー ビス ,
東京)を 用 い , 飼育条件を以下に 統 一 した . ラ ッ トを 1 ケ ー ジ
あた り 3 匹づ つ 入 れ , 室 温 は 22 ±3℃ , 湿度 ほ 55 ±5% に 保
ち 仁 飼料 と水道水を自由摂取 と した . 実験期間中ほ 1 10週毎に
体重を測定 し , 発癌 剤の 投与 は い っ さ い 行わ な か っ た .
Ⅱ . 実験 方法
1 . 手術
36時間絶食後 , ジ ュ テ ル エ ー テ ル の 吸 入麻 酔下 に 上 腹部正中
切開で開腹 し , 以下 の 手 術を 行 っ た . ト ラ イ ツ 靭 帯 よ り約
C O ntrOl; G C, gaS Chro m?tOgr aph: G C P, gaStritis cystica
pr ofu nda; LI, 1abeling inde x; N T PR O, N-nitro sothiopr olin e; P/W ratio, ratio of thickn｡SS ｡f p yl｡,i｡ gla nd
layerto that of whole m u co sa at prep yloric are a; TE A, ther m ale n erg ya nalyzer; T P R O, thiopr olin e
チ オ ブ ロ リ ン 投与と胃発癌抑制
4c m 肛門側の 空腸を切離後, そ の ロ 側端を 縫合閉鎖 し, 挙上 し
た肛門側端を腺胃胃底腺領域大賀に 端側吻合 した - 消化管吻合
は針付7 - 0 血管縫合用絹糸を用 い , 8針の 全層結節 で縫合 し
た(図1). 術後36時間 で経 口 摂取を再開 した ･
2 . 実験群
飼料の 種掛 こよ り , 以 下 の 実 験群 を作成 し , 術後4 0週生存
ラ ッ トを有効動物 と した .
1) T P R O群(n = 18)
手術前 は標準飼料 C R F-1(日本 C ha rle sRiv e r, 横浜)を , 手
術後は C R F-1 に T P R O(東京化成工業 , 東 京) を 0･5 %(W/
W) 添加 した特殊飼料(オ リ エ ン タ ル 酵母 工 業 , 名古屋)を与 え
た.
2) 対照群(n = 1 8)
手術前後を通 じて標準飼料 C R F-1 を 与えた .
3 . 標本採取
犠牲死させ る48時間前 に , ラ ッ ト を 1 匹づ つ 代謝ケ
ー ジ に 入
れ , 10 N水酸化ナ ト リ ウ ム 溶液1ml を 入れ た プラ ス テ ィ ヅ ク容
器で24時間尿を採取 し , 尿量を記録 した . 1500rpm で 5分間遠
心分離 して上 清を 採取 し, - 80 ℃に て 冷凍保存 した . 採尿 中
は , 飼料と水道水を自由摂取 と した .
細胞動態の 検索は , 24時間の 絶食後に お こ な っ た . すな わ ち
屠殺1時間前 に , 滅菌精製水で 2m g/mlの 濃度に 溶解 した ブ ロ
モデ オキ シ ウ リ ジ ン (brom ode o xyuridin e, Brd U)(和光, 大 阪)
20m g/Kg を 腹腔内に 投与 し , 1 時間後 に ジ ュ チ ル エ ー テ ル の
吸入 に よる深麻酔 で犠牲死 させ , 直ち に 開腹 した . 胃液と 十二
指腸液 の 混合 を防ぐた め , 幽門輪近傍の 十 二 指腸 , 食道お よ び
空腹輸出脚を結致 し , 胃お よ び十 二 指腸を摘出 した後 , 腹腔内
臓器 を肉眼的に 観察 した . 胃液 と十 二 指腸液を別々 に 採取 し,
Fig･1･ Sche m a, Of du oden oga stric reflu x pr oc edur e･ F,
fore sto m a ch; G, gla ndular sto m a ch; D, du ode n u m; J,
JeJu n u m.
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pH メ ー タ ～ Model T P-100(池本理化, 東京) で pH を 測定 し
た .
摘出胃ほ大琴前壁 よ りで , 大 都こ沿 っ て 切開 し, 粘膜 面を 肉
眼的に 観察 した 後 , コ ル ク 板に ピ ン で 固定 し , 1 0 %ホ ル マ リ ン
液 で 固定 した .
4 . 病理組織学的検索
摘出胃を 10 %ホ ル マ リ ン 液 で24時間固定 した 後 , 幽 門前庭
部は小額に 平行に , 吻合部は縫合線に 直角に 3m m 間隔で , 腰
痛が 存在する場合に は , 最 大割面が 得 られ る よ う に 切 り 出 し
た . パ ラ フ ィ ン 包哩 後 , 5J｣m で 薄切 し H E染色を行い , 組織学
的 に 検索 した .
5 . 病理学 的記載
肉眼的に 腫瘍(図2)を形成するも の の 中で , 範織学的に 腺増
生が粘膜下層以下に浸潤 し , 細胞お よ び構造異型を認め る もの
を癌(図3 , 4), 異型性の 弱い もの を 腹腔(図5) と定義 した .
胃癌 の 観織塾, 深達度な どほ , 第1 2版胃癌取扱い 規約30)に 準 じ
た .
背 景胃粘膜病変と して , 粘膜下 過形成腺管 (ga stritis cystic a
pr ofu nda, G C P), 偽幽門腺化生 を次 の よ う に 定 義 した . G C P
は , 粘膜下層に 小義胸状の 過形成腺管を認め るもの , 偽幽門腺
化生 は , 胃空腹吻合部の 腺胃胃底腺領域 に 幽門腺に 似た 観織が
出現す るもの と した .
十二 指腸液の 逆流に よ る幽門腺の 萎縮
10) を 検索す るた め に ,
萎縮性胃炎の 指標と して , 幽門腺お よび 粘膜全層の 厚さ を測定
し, そ の 比率 で あ る幽門腺粘膜全層比 (r atio ofthickn e ss of
pyloric gla nd layerto that of whole m u c o s a at pr ep yloric
are a, P/W ratio) を 算定 し た31). 観察 した 腺管は , 幽門か ら
0.9 - 1.1c m の 幽門前庭部粘膜 に 存在 し, 癌 , 腺腫, GCP な どか
ら10腺管以上離れ た もの を 選択 し, 垂直に 切 り出 され た完全な
形の10個の 腺管か ら , そ れ ぞれ の 厚 さ とそ の 比 を算出 し, そ の
平均値か ら算定 した .
Fig.2. Ma cr o sc opic ap pe ar a n c e of gastric c arcin o m a･ in a
ratfed a sta ndard diet. T her e ar etw o ulc erated polypoid
tu m or. On e o c cupie sthe pr ep yloric ar e a, a nd the other
do e sthe gastr ojeju n alsto m a.
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6 . 細胞動態の 検索
Ⅰ) 免疫組織化学染色
鎌E即)の 記載 に した が い , Brd U が取 り込 まれ た細胞核を ア ピ
ジ ン ー ビ オ チ ン ー ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 複合体法に て , 免疫組織化
学染色を行 っ た . 摘 出 した 胃 の パ ラ フ ィ ン 包哩 切片 を脱 パ ラ
し , 2 N塩酸30分間 , 0.1 M ほ う酸 ナ ト リ ウ ム 水 溶 液1 0分間 ,
0.05 % プロ テ ア ー ゼ (Sigm a, St. Lo u si, U S A) 加リ ン 酸緩衝液
10分間の 処理 を 行い , 抗原性 を賦活化 した . 0.3 % H202 加 メ タ
ノ ー ル に て 内因性 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ の 阻止 を 行い t 2%正 常 ヤ
ギ血 清加 リ ン 酸緩衝液に 室温 で30分間反応 させ た後 , 1次抗体
と して 2 % 抗Brd U モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 (a nti-Brd U Mab,
Be cto nDickin s o n, Califor nia, U S A)加 リ ン 酸緩衝液に 室温 で 2
時間反応させ た . つ い で , 2% ビオ チ ン 標識抗 マ ウ ス IgG ヤ ギ
抗体(D A K O A/S, G lo str up, De n m ark)に 室温 で 1 時間反応さ
せ た 後 , ア ピ ジ ン 【 ∴ビ オ チ ン ー ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 複 合 体
(A B Complex/HR P, D A K O A/S)に 室温 で30分間反応 させ た .
発色 に は , 3,3-ジア ミ ノ ベ ン チ ジ ン (Sigm a) を用 い , へ マ ト キ
シ リ ン に て対比染色 を行 っ た .
2) 幽門前庭部の 増殖帯細胞数 お よ びS 期細胞率 の 算定
鎌EB
9)の 記載 に した が い , Brd U を用い た 標識法 で ∴幽門前庭
部の 増殖帯(腺管に お ける最表層標識細胞 と最深層標識細胞 の
Fig. 3. Histologic al ap pe ara n c e of the tu m or sho w nin
Fig. 2. Tubula r aden o c arcin orn a(top) infiltr atesinto the
hepatic pa re n chym a(botto m). T he n u clei of the tu m or
c ells ar eirr egularin siz e a nd shape. and ofte n e xhibit
mitoticfigur es. H E, ×180.
Fig. 4. M u cin o u sade nocar cino m a of the gla ndula･r StO m a Ch
in a ratfed a standard diet. Mu cin o u slakes c on tain the
tum orc e11sfe atu red with biz arr e shape. H E, ×1 80.
間に 存在す る細胞) の 細胞数と , Brd U標 識率 (Brd U labeling
inde x･ Brd U LI) すな わ ち S 期細胞率を , 垂 直に 切 り 出され た完
全な形の10個 の 腺管 の 平均値か ら算定 した (囲 6). 観察した腺
管 は , 幽門か ら 0･9 - 1･lc m の 幽門前庭部粘膜 に 存在す るもの
を選択 し , 痛 , 腺 腫, GC Pな どか ら10腺管以上離れ た もの とし
た .
7 . 尿中硝酸イ オ ン お よ び N T P R Oの 測定
1) 尿中硝酸イ オ ン
尿中硝酸イ オ ン 濃度ほ , 全自動 フ ロ ー イ ン ジ ェ ク シ ョ ン 分析
器 TCI-NO X lOOO(東京化成工業)を 用 い て , Kitajim aら32}の記
載に 基づき測定 した ･ 冷凍 した 尿を室温 で 解凍 し , 純水で50倍
に 希釈 した後 , キ ャ リ ア 溶液(東京化成工業)とと もに カ ドミウ
ム ー 鋼還 元カ ラ ム に 送 り込む と , 尿中の 硝酸は 亜 硝酸に 還元 さ
れ る . こ の 亜 硝酸 を 1% ス ル フ ァ ニ ル ア ミ ド(東京化成工業) 水
溶液と 0.1 %ナ フ テ ル エ チ レ ン ジ ア ミ ン (東京化成工業)水溶液
に 反応 させ , 生 じた赤色 の ア ゾ化合物 を , 540n m の 吸光度の波
長 可変可視分光検出器 S-3250(相馬光学, 東京)で検出した .
1恥M の 硝酸 ナ ト リ ウ ム 水溶液 を標準試料 と して 使用 した .
尿中硝酸イ オ ン 排泄量 は t 尿 中硝酸イ オ ン 濃度 に 1 日尿量と
希釈倍率の 50 を乗 じて 算出 した .
2) 尿中N T P R O
Fig.5. A de n o m a of the gla ndula r sto mach in a r at fed a
sta ndard diet. Gla ndular pr olifer atio n sinfiltrate into the
s ubm u c o s al layer, but hav e mildc ellula r a nd str u ctual
aty pis m. H E, × 11 0.
Fig･ 6･ Gla ndular atrophy of pr ep yloric a ntral m uc osa
im m u n o stain ed forbro m ode o xyu ridin e(Brd U)in ar atfed
a sta nda rd diet. Cellslabeled with Brd U in the pr olifer atト
V e Z O n e ar eide ntified by a n avi din -biotin→per O Xidase

































チ オ ブ ロ リ ン 投与と胃発癌抑制
i . N T P RO の 抽出
尿中 N TP R O は Ko s aka ら
33)の 方法 に 準 じて 抽出 した ･ 室温
で解凍 した ラ ッ ト の 尿 2ml に , 内部標準試料と して の N-ニ ト
ロ ソ ア ゼ チ ジ ン 2ー
- カ ル ポ キ シ ル 酸(東京化成工業)を 50ng 添加
し, 20 %の 硫酸ア ン モ ニ ウ ム を含む 2 N硫酸を加え て 1 pH を
1.5～ 2 に 調整 した . 充分な塩化ナ ト リ ウ ム で 飽和 した 軋 酢
酸エ チ ル と メ タ ノ
ー ル を 9 : 1 で 混合 した 溶液 を 5ml 加え て
据拝し上 清を 採取 , こ れ を 3 回線 り返 し て N T P RO を 抽出 し
た . 硫酸ナ トリウ ム で 脱水 し, 25 %ア ン モ ニ ア 水を メ タ ノ ー ル
で2.5倍に 希釈 した溶液 0.5ml を加 えて 据拝 した 乳 4 0 ℃で 減
圧漸乱 乾固 し, メ チ ル エ ス テ ル 化 を 行う暗 ま で 冷蔵保存 し
た .
ii. N T P R Oの メ チ ル エ ス テ ル 化
N T P R Oの メ チ ル エ ス テ ル 化は , Kos aka ら
ユ3)の 方法 に した
が っ た . まず , メ チ ル エ ス テ ル 化 に 必 要な ジ ア ゾメ タ ン を , 使
用時に 以下 の 方法で調整 した , ゴ ム 栓 の つ い た 3本の ガ ラ ス フ
ラ ス コ (そ れ ぞれ A , B , C とする)を , A か ら C まで 窒素ガ ス
が通過 で きる ように ガ ラ ス 管 で連結 し, A に ジ ュ チ ル エ
ー テ ル
10mI, Bに 飽和状態 とな っ た水 酸化カ リ ウ ム 水溶液 2ml とエ
タ ノ ー ル 10ml, C に 抽 出 し た N T P R Oに 酢酸 エ チ ル と メ タ
ノ ー ル を 9 : 1 で混合 した 溶液 を 1 0mI 加 え た 溶液 を注 入 し
た . Bに pTト ル エ ン ス ル ホ ニ ルrN一 メ チ ル Nー-ニ ト ロ ソ ア ミ ド
(東京化成工業) 200m g を エ チ ル エ
ー テ ル 4ml で溶解 した液を
加え ると , ジ ア ゾ メ タ ン が発生 し, A からゆ っ く り と送気 した
窒素ガ ス で C に 運ば れ , N T P R Oの 溶液 が黄色を 呈す る まで メ
チル エ ス テ ル 化を行 っ た . 40 ℃で 減圧 濃縮 , 乾固 し, 2mlの ジ
ク ロ ル メ タ ン (和光)に よ る溶解を 3 回線 り返 した . 脱脂綿で 濾
過 し, 40 ℃で 減圧濃縮 , 乾固 した後 , 再度 2mlの ジ ク ロ ル メ タ
ン で 溶解 し, 40 ℃ で減圧濃縮 , 乾回した . 試料は , 測定暗ま で
- 80 ℃で冷凍保存 した . ジ ア ゾメ タ ン に は , 発癌性, 爆発性が
あるため , 全 て の 操作は , ドラ フ ト 内で 行 っ た .
iii. N T P R Oの 測定
ガス ク ロ マ ト グ ラ フ (gas chr o m atogr aph, G C)に 有機窒素酸
化物検出装置 (ther m al e n erg ya n alyz er, T E A) を結合 さ せ た
G C-T E Aを 用 い て , Ts uda ら
29) の 既 報に 準 じて 測定 した , す
なわ ち , ニ ト ロ ソ 化合物 を ガ ス ク ロ マ ト グ ラ フ で 分離 し , そ の
N-N O塞か ら分離する NO と オ ゾ ン を反応 させ , 生 じた化学発
光を特異的に 検出す る方法で ある . G C-9 A ガ ス ク ロ マ ト グ ラ
フ ィ
ー (島津製作所 , 点都) の 条件は , 液相と して 5% O V-1(島
津製作所) を, 担体 と し て Gas-Chrom Q(80-100m esh, 島津製
作所) を充填 した ガ ラ ス 製 カ ラ ム (3.6m x内径 2･6m m) を使用
し, カ ラ ム温度を90 ℃ か ら200℃ ま で 毎分 4 ℃で 上昇 さ せ た ■
キ ャ リ ア ガ ス と して の ア ル ゴ ン を 毎分 40ml で 流 した . こ の
Tablc l. ChangesiJlbodyw eightaftersurgery
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G Cに T EA Mode1 543(T her m oEle ctr o n, W altha m, U S A)を
接続 し , ク ロ マ ト グ ラ ム を C hr o m atopa cC～R 3 A(島津製作所)
で 記録 した . 本分析条件で の , N T P R Oの 標準飼料( 国立衛生
試験所安全性生物試験研究セ ン タ ー 薬理 部浮 田充宥博士 より御
供与) の メ チ ル エ ス テ ル の 保持時間は21. 5分であ っ た . メ チ ル
エ ス テ ル 化 され た N T P R Oを室温で 解凍 して , 100FLlの ジ ク ロ
ル メ タ ン で 溶解 し, G C-T E Aで 分析 した . 測定 した N T P R O
ほ , 2 4時間尿 の う ち の 2ml に 含 まれ て い た 量で あ り , 尿中
N T P R O排泄量は ∴測定値に0.5 と 1 日尿量を乗 じて 算出 した .
Ⅲ . 統計処理
2群間の 尿中硝酸 と N T P R Oの 排泄量 の 差の 検定 に は ,
M a n n-W hitn ey 検定を , それ 以外の 平均値の 差 の 検定 に は まず
F検定を行い , 等分散の 場合に は Stude nt の t検定を , 等分散
で な い 場合に ほ W elch の t 検定 を行 っ た . 病変の 発生率 の 検
定に は 】 Fishe rの 直接法を行 っ た . 危 険率 5%未満を有意差あ
りと 判定 した .
成 績
Ⅰ . 手術後体重変化 と有効動物数
T P R O群と 対照群の 両群間に おけ る1 0週毎 の 体重 の 平均値
に は差を 認め なか っ た (表1). 術後40週ま で 生存 した有効動物
は , T P RO 群13 匹, 対照群14匹 で , そ れ 以前 に 死 亡 した ラ ッ ト
ほ , T P R O群 5匹 , 対照群4匹で あ っ た . 術後 5 日以内の 早期
死亡 ほ , T P R O群 3匹, 対照群 2匹 で , 死 因は 縫合不全 , 誤囁
で あ っ た . 術後20週未満は t T P R O群 1匹 , 対照群2 匹で , そ
れ 以降は T P R O群1 匹で , 死 因はイ レ ウ ス , 摂食不 良に よ る低
栄養, 誤解で あ っ た . い ずれ も腫瘍 に よ る 死 亡 ほ 認 め な か っ
た . ま た , 痙肇 , 体重増加不良な どの T P R Oの 副作用 は 認め ら
れ なか っ た .
Ⅰ . 腫瘡お よび腫瘍の発生
腫癖発生率 は , T P R O群は 対照 群 よ り有意 に 低率で あ っ た
(表2). T P R O群の 踵癌は ▲ 1 例に 1個の み 認め られ , 明瞭 な
境界を持 つ 扁平隆起が幽門前庭部に 観察され た . 対照群の 腰痛
は 7例に 計 8個認め られ , 扁 平隆起や中心 に 不 規則な形の 潰瘍
を伴 っ て い る隆起性病変で . 幽門前庭部お よ び胃空腸吻合都に
観察 され た (図2). こ れ らの 腫瘍 は ∴組織学的に い ずれ も痛か
腺頗あるい は 両病変の 併存で あっ た .
胃癌 の 発生は , 対照群に の み 観察 され , TPRO 群で は 認め ら
れ ず有意に 低率で あ っ た (表2 ). 胃癌を 認め た 5例 の う ち 1例
は , 2多発癌で 幽門前庭部と胃空腸吻合部に 存在 した (図2 )･
発生 した痛は , 分化型管状腺癌 (図3) と粘液癌 (図4 )で , 前
者が 量的に 優勢な組織像を示 す こ と が多か っ た (表3). 深遠度
は , 全例固有筋層以深 で , 肝浸潤 を 1 例 に 認め た (表 3 , 図
Bodyw eight区±SD,g)
Gm up 監禁 Befbre W eeks a触r s 町gery
Sn rgery lO 20 30 40
TPRO 13
CNT 14
2朗 士30 411 土27 4朗 ±36 4卵 ±42 468土鳩
273±15 405 ±31 453±45 484士朗 亜5土55
TPROgro up,ratSfbd aspeCialdietc o ntainingTPRO･0･5 %岬IW);CNTgro up,ratSftda s
tandarddiet･
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3). 肝お よ び リ ン パ 節転移 , 腹膜播種は認め な か っ た ･
腺腫の 発生率ほ , T P R O群 は , 対照群 よ り有意 に 低率 で あ っ
た (表 2). 腺腫 ほ 8例 9個に 認め られ , 腺歴単独(図
`
5) 4 個
と , 癌と 並存す る腺腫 5個に 分け られ た , 後者ほ対照群 に の み
観察 され た .
Table2･ Histologicalfindings of tu m ors ofglandular StO m aCh
Gm up 監禁
No.(%)ofa血im als玩 血 g
Tumor Car Cin o m a A den o m a
T P RO 13 1(8)* 0(0)* l(8)*
C NT 1 4 7(50) 5(36)a 7(50)
al lere W aS O n e ratWith do uble ca n cers.
* Pく0.05co mpared by Fisher
.
s e x actprot〉a bilitytest･
T P RO gro up, ratS 飴d a special diet co ntaining T P RO, 0･5%
(W /W);CN Tgro up, ratSft da sta ndarddiet･
Ⅲ . 背景胃粘膜病変
背景胃粘膜 に お け る GC Pの 発生率は , 幽門前庭部 と胃空腹
吻合部で , 両 群間 に 差を 認め な か っ た (表4). 胃空腸吻合部の
偽幽門腺化生 の 発生率は よ 両群間に 差を 認め な か っ た (表4).
Ⅳ . 萎縮性胃炎
幽門前庭部 に お け る 幽門腺 と粘膜全層 の 厚 さ お よ び P/W
ratio ほ , 両群間 に 差を 認め な か っ た (表5).
Ⅴ . 細胞動態
幽門前庭部の 増殖帯細胞数 と Brd U LI は, 両 群間に 差 を認め
な か っ た (表6 , 図 6).
Ⅵ . 胃 ▲ 十 二 指腸液の pH
胃液 pH は, TP R O群ほ 3.6 ±0･7, 対照群は 3■5 ±0,5 で , 十
二 指腸液 pH は , T P R O群ほ 6.7 ±0.1, 対照群は 6.7 土0.2 で ,
各 々 両群間に 差 を認め な か っ た .
Ⅶ . 尿中硝酸お よび N T PRO の排泄量
尿中 N T P R O排泄量 の 中央値 (最低値 一 最 高 値) ほ ,
T P R O群 で 2.恥 g/日 (0.6 - 5.3)に 対 し, 対照群 で ほ 0.05〟g/日
の 検 出限界を下回 り(0.05以下 - 0.2),T P R O群が 有意に 高か っ
Table3. Lo catio n,h istologicaltype and depth of in v asio n ofgastric carcin o m asin CN Tgr oup
Loc ation
No . or
C aI℃m Om aS Prepyloric Gastrqjqju n al
area sto m a
H istological ty pe Depthof in v asio n
血b m u c mp ss s e si
a
6b 5 1 4 2 2 2 1 1
aIn五山atl ng血to也eliv er
bT bere w as o n e r atwithdouble can cers.
CN Tgro up, r atS 飴d a standard d iet;tub, tubular ade n o c ar Cin o m a; m u C･
m u Cinou s aden o ca rcin o m a; mP,
m u sc ularispr opna;SS,S ubsero sa;Se,Ser OS a e XpO Sed;Si･ SerO Sain丘Itrating･
Table 4. In ciden ce ofgastri tis cysticaprofunda andpse udop yloric m etaplasiain glandular sto m ach
Gr oup 慧霊
No.(%)of
gastri tis cystic aprofunda at
Prep yloric GastrqJeJu nal
al℃a StO m a
No .(%)of
ps eudop yloric m etaplasia at
Ga sb一句可u n al
StOm a
T P RO 13 7(54) 2(15) 3(23)
CNT 14 8(57) 2(14) 4(29)
T PROgroup,ralSfd a special dietc ontainingT P RO,0.5% (W/W);CN Tgro up,r atSft da sta ndard d iet■
Table5. T hickn es s ofpyloricgland layer and whole m u c os a ofprepyloric antralm u c os a and P/ Wr atio
Group 蕊霊
m icb ess区±SD, 〃 m)or
Pyloricgland layer Wh01e m u c osa
T P RO 13 92± 7 227±柑





PI Wr atio,ratio of thicknes oflpyloricgland layertothatof whole m u c osa atprepyloric ar ea;T P ROgroup,
r atsfbdaspe cialdietco ntainingTP RO,0･5% (W / W);CN Tgr oup,ratSftda staJldard diet･
Table6. Cellc o untandlabel ingindexin prol脆 rativ e zon einpr epyloric antr alm u c os a
Gro up N｡ . Ofanim als Cel c ou nt(吏±S D) BrdUlabe11inginde x区士SD,%)
TP R O 13 26･7±5･1 40･5 士5･3
C N T 14 Z8,2 土4.8 -4 L5 ±4･5
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◎ ◎ ㌔ ◎ ◎
]*
Urin a ryrlitr ateOLm Ol/day)
0 2 4 6 8 10 12
Fig.7. Urinary e xcr etio n of N
- nitr o s othiopr olin e(N T P R O)and nitr ate･ T he urin ary e x c retio n of N T P R O in the T PR Ogro up is
signific a ntly highe rtha nthatin the C N Tgr o up(P<0･01)･ Ho w e v er, urin ary e x cr etio n of nitrate is similarin the tw o gr o ups･
T P R Ogro up, r atS r e C eiving a spe cial diet c o ntaining thioprolin e; C N Tgr o up･
r atS r e C eiving a sta ndard diet; T he br oken lin e
indic atesthe dete ctio nli mit(< 0.05FLg/day) of urin ary e x cr etio n of N T P RO･ Each barindic atesthe m edia n c o u nt･
*P<0･01･
C O mPared by Ma n n-W hitn ey test･
た (p<0.01, 図 7). 尿中硝酸排泄量 の 中央値(最低健一最高
値) は , T P R O群 で 4.9〃m Ol/日 (3 て-10.2), 対 照 群 で
5.7押m Ol/日 (2.4-8.8) と 差を認め な か っ た (図 7)･
考 察
本実験で は , W istar系雄性 ラ ッ ト に , 十 二 指腸の 遠位側を盲
端に し十 二 指腸液を幽門か ら胃に 逆流 さ せ る手術を 行い
1 0)
, 十
二指腸胃逆流 ラ ッ ト を 作成 した . 発癌 剤を投与せ ずに 術後40週
間観察 し, T P RO の 投与が , 胃癌の 発生に 及ぼす影響を観察 し
た. その 結果 , T P R Oの 投与に よ り , 十二 指腹胃逆流に よ る胃
発癌が抑制 され , 尿 中 N T P R O排泄量が著明 に 増加する こ とが
明 らか と な っ た .
T P R Oは t 亜 硝酸を描捉 し , 癌原性 ニ ト ロ ソ 化合物を競合阻
害する作用を持 つ . ラ ッ ト に N一 ヾ ン ジ ル メ チ ラ ミ ソ と 亜 硝酸




Tabira らは , 試験管内で , 両
物質に TPR O を加 え ると , N- ニ ト ロ ソ ベ ン ジル メ チ ラ ミ ソ の
生成を競合阻害 し21), ラ ッ トに , 両物質 と T P R O を同時に 投与
すると 前胃癌の 発生 を抑制する こ とを 観察 して い る
22)
.
著者の 実験 で は , 尿 中硝酸排泄量 は , 両群 間で 差 を認 め な
か っ た . 両群の 飼料 と飲料水 は T P R Oの 添加以外は均
一 で , 発
育曲線に 差異が見 られ なか っ た こ とよ り , 両 群 ラ ッ ト の 硝酸摂
取量は著 しい 違い ほな い もの と推測 され る . そ して , 実験群で
は T PR Oの 投与に よ り尿中 N T P R Oの 排 泄量が有意 に 増加
し , 胃癌の 発生が抑制 され た . こ の 事実 は t 十 二 指腸胃逆流
ラ ッ ト の 体内で ほ , 亜 硝酸を基質とす る病原性 ニ ト ロ ソ 化合物
が生成 され , T PR Oほ こ の 生 成を競合的に 阻害 した と考え る の
が 妥当で ある .
こ の 実験で 特徴的な こ と は , T P RO 辟の 発癌 が抑制 され た
が , これ に 伴 っ て , G C P や胃炎, 細 胞動態の 変化な ど胃発癌に
関連す る病変の 発生率は低下 しな か っ た こ とで ある ･ こ の こ と
は , こ れ ま で の 十二 指腸液逆流に よ る発病率の 比較実験で の 成
績 とは 異な る9)10)3 珊. すなわ ち , G C P は, ヒ ト の 胃粘膜下に 重
砲状の 拡張腺管を形成する病変と して , Fr a nzin ら
37)に よ り記
載 され , Bi11rotb l法残即
8 ト40)
や 胃空腹吻合補洲 の 吻合部に お け
る発癌の 準備状態と推測 され てい る . ラ ッ ト に おける胃腸吻合
部粘膜の 観察か ら , 鎌EB9)は , Bi11roth l法と Ⅰ法を 比較 し, 癌
や G C Pの 発生率の 増加 , 腺窟上 皮の 過形成と胃庶腺の 萎縮 ,
細胞増殖帯の 拡大を報告 して い る . La ngha n sら
35) は , Billroth
I法や胃望腸吻合術 で は , Ro u x e nY 法や BiIlroth I法よ り発
病率や 与トチ ミ ジ ン LI ほ高く , 十 二 指腸胃逆流の 程度と関連す
ると報告 して い る . Taylor ら
ユ8) は , 胃空腸吻合術で は胃切開縫
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合術よ り , 発病率 , 腺頸部の 過形成 , オ ル ニ チ ン 脱炭酸酵素活
性値 と 3廿 チ ミ ジ ン LIの 増 加を 観察 し て い る . ま た , M iw a
ら
岬 は , 胃切開縫合術を行 っ た ラ ッ トに 比 べ , 吻合 操作を行 っ
て い な い 十 二 指腸胃逆流 ラ ッ ト の 幽門前庭部 で , 癌 お よ び
G CP の 発生増加 と幽門腺の 萎縮を認め て い る .
Im ai ら
42】 に よ る と こ れ ら の 病 変 は 可 逆性 で , ラ ッ ト に
Billr oth 甘法を 行 っ た 後で Ro u x e nY故 に 再手術す る と , 異型
の な い 腺増生や Brd ULIの 増加が 元 に 戻 り, 十 二 指腸胃逆流量
の 減少に 伴い , そ の 発生率が低下す ると して い る . こ の こ と
ほ , 上 記病変 は 】 癌 関連病変で はあ っ て も , 必 ず しも発癌 へ と
進展 しな い こ と を示 Lて い る の か も しれ ない .
Re ed ら
14) は , 胃切 除後症例 は , 正 常 人 に 比 べ て , 胃 内の
p軋 硝酸還元菌数 , 亜 硝酸 お よび ニ ト ロ ソ 化合物濃度が有意に
高く , 胃癌症例 と良く似た値を と る と報告 して い る . こ れ に 基
づ き 1 W att ら18)は l 十 二 指腸液に よ る胃発癌機構忙 つ い て , 次
の よう に 記載 して い る . 胃 の 手術 に よ っ て 引き起 こ され る十二
指腸液の 胃内逆流は よ 胃内 pH の 上 昇 と細菌増殖 を 引き起 こ
す嘲 . こ の ような 環境下で は , 硝酸還元 菌が唾液や 食事中の 硝
酸を 亜硝酸に 変え るl 頼 勅 細. こ の 胃内亜硝酸が ア ミ ン や ア マ イ ド
と化学的に 反応 しlれ, 癌原性 ニ ト ロ ソ 化合物 を生成す る1 4) . 実
際, 松 村5)は t 十 二 指腸胃逆流 ラ ッ トの 胃と十 二 指腸液内に ,
硝酸還元 菌と変異原性物質の 存在を観察 し, 発癌の イ ニ シ エ ー
シ ョ ン と病原性 ニ ト ロ ソ 化合物 の 関与を示 唆 して い る .
さ て , 前述 の 如く Wattら柑) は , ヒ トの 残胃痛で , 癌原性 ニ
ト ロ ソ 化合物 ほ 残胃内で生成 され ると推測 して い る , T P RO の
こ ト ロ ソ 化は , - 一 般 に 胃内で 化学的に お こ ると され , 至 適 pH
ほ2･5 以下で ある2り期. しか し, pH が 3,5 - 3.6 である本実験 ラ ッ
ト の 胃 内 は , 至 適 環境 と は い え な い46). calm els ら欄 は ,
T P R O, 亜 硝酸 , オ メ プ ラ ゾ ー ノし, 大腸菌を投与 した ラ ッ ト(胃
内 pH 6･7)は , T P R O∴亜硝酸を投与 した ラ ッ ト(胃内pH 2)よ
り体内 N T P R O産生量が 5倍に な ると 報告し た . さ らに , 緑膿
菌 か ら ニ ト ロ ソ 化 合物合成酵素 を 分離同定48) して-お り ,
N T P R Oの 産生増加は , こ の 酵素の 作用に よ る と推測 した . こ
の よ う に , T P R Oの ニ ト ロ ソ 化 は , 化学 的(至適 pH 2.5 以
下)だ け で な く , 細菌酵素(至適pH7) に よ っ て も触媒 され る .
松本45)ほ , 十二 指腸胃逆流 ラ ッ ト で , 硝酸還元 菌と 変異原性物
質の 存在は , 胃 内だ け で なく十 二 指腸雷管内に も認め た と して
い る ･ 著者 ら49)は , ラ ッ ト に 幽門形成術と胃空腹吻合術を行 い ,
発病率の 高か っ た 胃空腸 吻合術で は , 胃内だ け で なく十 二 指腸
盲係蹄内に も硝酸還元菌と亜 硝酸イ オ ン の 増加 を認め た . さ ら
に , 佐原抑 は , 胃を 全摘 して 十 二 指腸 を盲管に した後 , 上 部空
腹を食道 に 端側吻合 Lた ラ ッ トに 食道癌が で き る こ とを 認め て
お り , 梼原性物質の 塵生 に 胃 の 存在が 必 要な い こ と を 観察 し
た ･ これ らの 事実 か ら , 痛原性物質は 必ず しも胃と は 限 らず,
小腸で も生成 され う る こ とが 示 された .
T P R O は, 発癌物質が胃粘膜細胞に 障害を与える過程 の 阻害
物質す なわ ち遮断因子紺 や , 痛細胞の 分化誘導潮㌣ と し て 作用
する可 能性が指摘 され て い る . T P R Oは過去に 肝疾患 の 治療薬
と して 使用 され て お り , そ の 機序と して , 代謝産物 で ある シ ス
テ イ ソ の 細胞内浪度を増加 させ肝細胞 の 防御能 を強め る こ とが
推測 されて い る53)･ Giorgi ら54)は , シ ス テ イ ン か ら生成 され ∴遮
断因子で ある グ ル タ チ オ ン に 注目 し, T P R Oを投与 L たラ ッ ト
で , 胃粘膜内の 濃度を測定 した . しか し, そ の 濃度ほ t わ ずか
に上 昇す るもの の 一 過性 で , 引き続き低渡度が遷延す る こ と ,
T P R Oの 投与量が 800mg/kg と 高濃度な た め 死 亡率 が 43 %と
非常に 高い こ とを 報告 して い る ･ したが っ て , 遮断国子と して
の 効果 は は と ん どな い と 考 え られ る . ま た , Br ugarola sら52)
ほ , TPR O は, ヒ トの 進 行頭頸部癌の 肩平上皮癌細胞を正 常細
胞 に 分化誘導す ると 報告 した が , 追 紆5 ト58)で ほ全くそ の 効果ほ
確認 され て い な い .
T P R Oを ヒ ト に 投与す ると , ニ ト ロ ソ化 され なか っ たもの は
消化管か ら迅速 に 吸収 され59), 肝臓 で 代謝を受け , シ ス テ イ ン
と ホ ル ム ア ル デ ヒ ドに な り , さ らに 蟻酸 を経て , 二 酸化炭素と
水 に な る弘) ･ ホ ル ム ア ル デ ヒ ドが 過剰に 塵生 され た 場合や , 血
液脳関門の 機能 が十分 で な い 場合 狗 に は , 副作用 が 発現する .
T P R O を 10- 60m g/kg/日投与す ると , 中枢神経系 に 作用 し,
痙撃, せ ん妄 , 振戦等を 引き起 こ し, 死 に 至 る こ とが ある55滞 椰
また , ク レ ア チ ニ ン の 上 昇誠) や , 高血糖 御 } 等が 報告 され て い
る ･ 一 九 T P R Oに 対す る ラ ッ トの L D5 0は 875 土20mg/kg
で あり , 高血 糖や 痙攣 を引き起 こすが , 300m g/kg/日 で は , 死
亡 は認め られ な い 54)･ 幼君な ラ ッ ト に T P R Oを 1 50m g/kg/日
投与す ると 中等度の 発育障害を引き起 こす53).
ニ ト ロ ソ 化合物 の 生成 に は , 亜 硝酸と と もに , 前駆体と して
の ア ミ ン や ア マ イ ドが必 要 と な る . 十 二 指腸胃逆流 ラ ッ ト で
は 一 どの よ うな 前駆体が考え られ るで あろ うか . M as on8) や小
島ら6‖ は , ラ ッ トに , 胆汁 と膵液の どち らか 一 方を 胃に 逆流さ
せ る分流手術 を行う と 一 切除胃に 膵液を逆流 させ た場合に 胃癌
の 発生を認め る と した . しか し, 藤 村2)は , 本実験 ラ ッ ト と同
じモ デ ル で 分流手術を行い , 胆汁 を逆流 させ た場合 に 胃癌が発
生する と報告 した ･ 藤村と Maso nや小 島ら に は 意見の 食 い 違
い が あり , そ の 原因は は っ きり し ない . しか し
, 膵液を構成す
る物質か ら癌原性物質が発見 また は 誘導され た とす る報告はな
い が , 胆 汁酸か ら は , N-ニ ト ロ ソ グ リ コ コ ー ル 酸や N-ニ ト ロ ソ
タ ウ ロ コ ー ル 酸な ど83)の ラ ッ ト の 胃や 肝臓に 対 して 病原性を持
つ 物質 帥 が 生成 され て い る . 胆 汁や そ の 成分 の 胆汁酸は , 本実
験 ラ ッ ト の 胃発癌に 重要 で , プ ロ モ ー タ ー 作 鮮
5卜89)
, 補病原性
作貯g)70)と して だ けで は なく , 病原性 ニ ト ロ ソ 化合物生成の た
めの ア マ イ ドの 供給源 と して も重要と推測 され る .
亜 硝酸描捉剤 で ある T P R Oは , 競合作用 を 利用 し た 発癌阻
害物質と し て臨床応用の 可能性が 期待 で きる . 最 小有効濃度の
設定, 副作用 の 発現濃度な ど, さ ら に 実験 を進 め る必 要があろ
う .
結 論
ラ ッ トに , 十二 指腸 の 遠位側を盲端に して 十 二 指腸液を幽門
か ら胃に 逆流 させ る手術 を行 い , 発癌剤 を投与せずに 術後40週
間観察 し , 術後 に 与え る飼料の 種類 に よ り , T P R O.5% 含有
標準飼料の T P R O群(n = 13)と , 標準飼料 の 対照群(n = 14)を
作成 した . T P R Oの 投与に よ り, 胃発癌抑制効果と内因性 ニ ト
ロ ソ 化反応の 有無 を検索 し, 以下の 結果が 得 られ た .
1 ･ 踵癖 の 発生率は , T P RO 群は 8%で , 対照群の 50 % よ
り有意に低値を 示 した (p<0.05).
2 . 胃癌は , T P R O群ほ認 め られな か っ た の に 対 し , 対照群
は 36 %に 認め られ , そ の 発生率ほ T P R O群が 有意 に 低率で
あ っ た(p<0･05). 組織 型ほ分化型管状腺病 また は 粘液癌で , 深
遠度 ほ全て 固有筋層以深 で , 1例ほ肝 に 浸潤 して い た .
3 ･ 胃腺脛の 発生率 は , T P R O群は 8%で , 対 照群 の 50 %
よ り有意に 低値 を示 した (p< 0.05).
チ オ ブ ロ リ ン 投与 と胃発癌抑制 655
4 . 背景胃粘膜に お け る G C Pの 発 生率 は , 幽門前庭部 で ,
TP R O群ほ 54 %, 対照群は 57% , 胃空腹吻合部で , T P R O群
は15チ` , 対照群は 14 % と, 各々 両 群間 に 差を 認め なか っ た ･
5 . 幽門前庭部の 非腫瘍部粘膜に お け る , 幽門腺の 厚 さは ,
T PR O群 92 土7〃m , 対照群 94 ±11〟m , 粘膜 全層 の 厚さ は ,
TP RO 群 227±18FLm , 対照群 237 ±20pm で , 両群間 で 差を 認
めなか っ た . 幽門腺 の 萎縮の 程度 を幽門腺と粘膜全層 の 厚 さの
比で見で み ると , T P R O群 0･40±0･03, 対照群 0･41 ±0 朋で 差
を認めな か っ た ･
6 . 幽門前庭部の 非腫蕩部粘膜 に おけ る , 増殖帯細胞数 は ,
T PR O群 26.7 ±5.1, 対照群 28･2 ±4･8, Brd U LI は, T P R O群
軋5 ±5.3% , 対照群 41.5 ±4.5 % で , 両群 間で 差を 認め なか っ
た .
7 . 尿中硝酸排泄量の 中央値ほ , T P R O群は 4伽 m ol/日 , 対
照群は 5.7pm ol/日と 差を 認めな か っ た が , 尿中 N T P R O排泄
量の 中央値ほ , T P R O群 は 2伽g/日 と , 対照群の 検出限界以下
よ り有意に 高値 を示 した (p<0･01).
8 . 体重の 変化 , 胃 お よび 十二 指腸液の pH は, 両 群間に 有
意差を認めな か っ た ･
以上 よ り , 十二 指腸胃逆流に よ る胃発癌 ほ T P R Oの 投与 に
ょ り抑制され , こ の 発癌 に は 内因性 ニ ト ロ ソ 化反応が関与する
こと が示 唆され た .
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